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Die Erfindung betrifft pharmazeutische Praparationen umfassend 
Lektine und pharmazeutische Wirkstoffe. 

Das Konzept des "Drug Targeting" ist durch die Tatsache begriin- 
det, daS viele Arzneimittel in bezug auf deren Aufnahme- oder 
Wirkungsloci in den Zellen nicht selektiv sind. Besonders auf 
dem Gebiet der Chemotherapie bei Krebserkrankungen fiihrt die 
Wirkung der eingesetzten Arzneimittelsubstanzen in Nicht -Ziel- 
zellen zu schweren unerwiinschten Nebenwirkungen, die eine er- 
folgreiche Therapie gefahrden konnen (1) . Die Verwirklichung der 
gezielten Zufiihrung von Arzneimittelsubstanzen zu den spezifi- 
schen Zielzellen wurde bislang durch grolSe Schwierigkeiten bei 
der Auffindung geeigneter Carrier-Molekule, die in eine spezifi- 
sche Wechselwirkung mit der betroffenen (Ziel-)Zelle treten kon- 
nen, gehindert. Mit dem Fortschritt in der Biotechnologie wurden 
monoklonale Antikorper (2) und rekombinante Proteine (3) , welche 
spezifisch an bestimmte Loci binden konnen, als vielversprechen- 
de Kandidaten fiir aktive und zielgerichtete Arzneimittelzuf uhr 
etabliert. Weiters wurden auch kolloidale Partikel, wie Albumin- 
oder Polystyrol-Mikrokiigelchen, fiir passiven Arzneimittel-Trans- 
port in bestimmte Kompartimente verwendet (4,5), 

Lektine, die eine wichtige Rolle bei der biologischen Signal - 
ubermittlung, bei Zell/Zell- und Zell/Matrix-Wechselwirkungen 
spielen, sind eine weitere Gruppe von Molekulen, von denen man 
annimmt, daS sie zur zielgerichteten Arzneimittel -Verabreichung 
verwendet werden konnen. Es ist bekannt, daS Lektine, die ur- 
spriinglich als Proteine in Pf lanzenextrakten identif iziert wor- 
den waren, in der Lage sind, an bestimmte Oligosaccharid-Gruppen 
zu binden (6) . Es wurde vorgeschlagen, unter Ausnutzung dieser 
Kohlehydrat-spezif ischen Wechselwirkung Lektine in einem zielge- 
richteten "Drug Delivery" -System einzusetzen (7) , da das Glyko- 
sylierungsmuster. von Zellen nach maligner Transformation veran- 
dert ist (8) . 

Weizenkeim-Agglutinin (wheat germ agglutinin; WGA) ist ein dime- 
res, Kohlehydrat-f reies Protein, welches aus zwei identischen 
Untereinheiten mit einem Molekulargewicht von 35 kDa besteht. 
Jede monomere Untereinheit enthalt zwei identische und unabhan- 
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gige Bindungsstellen fur N-Acetyl-D-glukosamin (9) . Nachdem Wei- 
zenkeime, die rund 300 mg WGA pro kg enthalten (10) , zur norma- 
len Ernahrung des Menschen gehoren, ist die perorale Toxizitat 
2U vernachlassigen. WGA bindet spezifisch an N-Acetyl-D-glukos- 
amin-haltige Strukturen. Es wurde durch Sattigungsanalysen mit 
Fluoreszenz-markiertem Lektin gefunden, daS die WGA-Bindungska- 
pazitat von Colonkarzinom-Zellen (Caco-2-Zellen) rund 13mal 
hoher ist als die von menschlichen Colonozyten (11) . 

Es ist daher Aufgabe der vorliegenden Erfindung eine pharmazeu- 
tische Praparation zur Verfugung zu stellen, mit welcher die 
Vorteile des Lektin-Systems bei der Zielzellenerkennung fur die 
zielgerichtete Zufuhr von Arzneimitteln an spezifische Zielzel- 
len ausgenutzt werden konnen, ohne daS es dabei zu wesentlichen 
Nebenwirkungen, insbesondere zu toxischen Nebenwirkungen oder 
Nebenwirkungen, die durch Wirkung auf Nicht-Zielzellen hervorge- 
rufen werden, kommt. Insbesondere soil dieses System bei der Be- 
handlung yon Krebserkrankung wirksam eingesetzt werden konnen. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemalS gelost durch ein pharmazeuti- 
sches Praparat, welches ein Lektin, an das aus Blut gewinnbares 
Protein, insbesondere in Blutgerinnungsf aktor oder dessen rekom- 
binantes Aquivalent verabreichungsstabil gebunden ist, umf aSt . 

Als Lektin wird bevorzugterweise ein Lektin verwendet, das 
pflanzlichen Ursprungs ist, wobei vor allem solche Pflanzenlek- 
tine verwendet werden konnen, die als gewohnte Nahrungsmittel- 
quellen des Menschen bekannt sind, wie z.B. auch Weizen, Soja, 
Reis, Bohnen, Gerste, Roggen, usw. . Die Spezifitat von Lektinen 
ist fur die meisten bekannten Lektine bereits ausreichend be- 
schrieben (vgl. Stryer, Biochemistry, 2. Auflage (1994), Seiten 
311 und 359; Rompp, Chemielexikon, 10. Auflage (1997), Seiten 
2382 bis 2384), kann jedoch auch (z.B. fur neu entdeckte Lektine 
Oder fur modifizierte Lektine) mit bekannten Methoden analysiert 
werden. Dies gilt insbesondere fur die jeweiligen Bindungsspezi- 
fitaten fur bestimmte Kohlehydratstrukturen von ausgewahlten 
Zielzellen. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung kommen auch bevorzugt sol- 
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che Lektine zum Einsatz, die lang bekannt und gut beschrieben 
sind, wie z.B. Concanavalin A, Abrin, Ricin, Phasin oder WGA, da 
bei diesen Systemen auch Modif ikationen ohne groSeren Aufwand 
bewerkstelligt werden konnen. Derartige Modif ikationen (z.B. be- 
ziiglich der Bindungsstelle zum aus Blut gewinnbaren Protein oder 
im Erkennungsbereich fiir die Kohlehydratstruktur der Zielzelle) 
konnen zwar auch bei weniger gut beschriebenen oder vollig neuen 
Lektinen mit Methoden, die dem Fachmann bekannt sind, bewerk- 
stelligt werden, jedoch ist dies meist arbeitsauf wendiger als 
bei bekannten Lektinen. 

Erf indungsgemaS hat sich der Einsatz von WGA besonders bewahrt, 
da dieses praktisch keinerlei perorale Toxizitat aufweist und 
eine hohe Spezifitat gegeniiber malignen Zellen aufweist. Insbe- 
sondere aufgrund der hohen Spezifitat gegenuber Colonkarzinom- 
Zellen ist es besonders bei der zielgerichteten Arzneimittelzu- 
fuhr in diese Zellen geeignet. Unter WGA werden erf indungsgemaS 
auch chemisch modifizierte WGA-Molekule oder WGA-Derivate ver- 
standen, die die wesentlichen Eigenschaf ten des (nativen) WGA 
aufweisen bzw. bei welchen die Bindungsspezif itat gezielt und 
kontrolliert verandert worden ist. 

Unter verabreichungsstabiler Verbindung wird erf indungsgemafi 
eine Verbindung verstanden, die eine ausreichende Stabilitat des 
erf indungsgemafien Praparats bei der Lagerung, bei der Verabrei- 
chung und beim Weg im Patienten zum Ziellocus gewahrt . Wesent- 
lich ist aber auch, daS diese Verbindung zwischen Lektin und dem 
aus Blut gewinnbaren Protein im Zielkompartiment gespalten wer- 
den kann, oder der Arzneistoff auf andere Weise seine Wirkung 
entfalten kann. DemgemaS kommen beispielsweise eine saure- oder 
basenlabile Verbindung oder eine durch ein fiir die Zielkomparti- 
mente spezifisches Enzym, z.B. eine Protease oder Nuklease, 
spaltbare Verbindung zur Anwendung. Unter Zielkompartimenten 
werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung beispielsweise Zel- 
len, Gewebe oder Telle eines Gewebes, insbesondere Blut oder 
Gewebsf liissigkeiten, verstanden. 

Die erf indungsgemaSen Praparate zeigen einen hohen antiprolife- 
rativen Effekt auf die Zielzellen, da das konjugierte aus Blut 
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gewinnbare Protein leicht und effektiv in die Zielzelle bzw.die 
Zielkompartimente auf genommen wird. Es kommt daher zu einer 
intrazellularen Akkumulation der erf indungsgemaSen Praparate. 
Im WGA-System ermoglicht die saurelabile cis-Aconityl-Verbindung 
eine Freisetzung des aus Blut gewinnbaren Proteins erst im lyso- 
somalen Bereich der Zielzelle, 

Als aus Blut gewinnbares Protein zur Verwendung in der vorlie- 
genden Erfindung ist prinzipiell jedes Blutprotein oder dessen 
rekombinantes Aquivalent geeignet, das eine Bindung mit Lektinen 
eingehen kann. Diese Bindung kann aueh, wenn sie mit den nativen 
Lektinen nicht moglich ist, durch Modifikation von bestimmten 
Bindungsstellen oder Aminosaure-Seitenketten ermoglicht werden. 
Auch konnen, ausgehend von bekannten aus Blut gewinnbaren Prote- 
inen, speziell fiir die vorliegende Erfindung geeignete abgelei- 
tete Blutproteine "designed" werden, die eine Bindung mit Lekti- 
nen eingehen konnen. Aufgrund der abnormen Veranderung der 
Glykocalyx (die gewebsspezif ische Polysaccharidschicht , die jede 
Eukaryonten-Zelle umgibt und aus ' membranstandigen Glykoproteinen 
und Glykolipiden aufgebaut ist) , die oft mit einer malignen 
Transformation verbunden ist, eignet sich das erf indungsgemaSe 
Lektin- "Drug-Targeting" hervorragend zur Verabreichung von Zyto- 
statika oder anderen Krebs-Behandlungsmitteln. 

Diese Substanzen, z.B. Doxorubicin (DOX) , konnen vorteilhaf ter- 
weise liber eine saurelabile Bindung (z.B. die cis-Aconityl- 
Brucke an WGA) gebunden werden und konnen als Modellbeispiel 
ebenfalls zur Veranschaulichung der vorliegenden Erfindung he- 
rangezogen werden. Es zeigte sich, daS eine Zweischritt-Kopp- 
lungsreaktion (siehe Beispiele) von DOX an WGA ein wasserlosli- 
ches Prodrug (DOX-WGA) mit einem Substitutionsgrad von 24 mol 
DOX/mol WGA ergibt . Dieses Prodrug ist im neutralen Milieu sta- 
bil, bei pH 4,0 werden jedoch innerhalb von 24 Stunden 46±7% des 
WGA-gebundenen DOX freigesetzt. Damit wird das Zytostatikum erst 
im intralysosomalen, sauren Milieu verfiigbar. Die DOX-WGA-Bin- 
dungskapazitat von Colonkarzinom-Zellen ist zumindest 4,5mal 
hoher als jene von humanen Colonozyten und lymphoblastischen 
MOLT-4 -Zellen, eine Bindung an Erythrozyten ist nicht melSbar. 
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Unter Beriicksichtigung der Freisetzungsrate des Arzneistof f es 
aus dem Konjugat ist die zytostatische Wirkung des Arzneistof fes 
in Konjugatform auf Karzinomazellen zumindest l,5mal hoher als 
jene des freien Zytostatikums . Die antiproliferative Wirkung von 
DOX-WGA auf Lymphoblasten ist hingegen urn 65% geringer als jene 
des freien Wirkstoffes. Im Gegensatz zum freien Wirkstoff wird 
aber durch die erf indungsgemalSe zielgerichtete Zufiihrung eine 
enorme Verringerung der Nebenwirkungsrate ermoglicht, sei es 
durch die geringere Beeintrachtigung von Nicht-Zielzellen oder 
sei es durch einen verringerten Einsatz des Zytostatikums (durch 
Dosisreduktion) . Damit wird die Therapie des Tumors, z.B. die 
Therapie des Colonkarzinoms durch DOX-WGA, um vieles angenehmer. 

Da Arzneimittel auf Proteinbasis, durch den Verbund mit den Lek- 
tinen zusatzlich zur zielgerichteten Verabreichung auch z.T. er- 
heblich stabilisiert werden, was bei fragilen Proteinarzneimit- 
teln sehr hilfreich sein kann, konnen mit dem erf indungsgemaSen 
System durch die Kopplung an Lektine erfolgreich und gezielt 
hochmolekulare Proteinarzneimittel , wie Blutgerinnungsf aktoren 
Oder andere aus Blut gewinnbare Proteine, wie Inhibitoren oder 
Cof aktoren, oder deren rekombinante Aquivalente verabreicht 
we r den. 

Da die meisten Lektine, insbesondere pflanzliche, wie WGA, 
gastrointestinal stabil sind, konnen daher die erf indungsgemaSen 
Praparate peroral verabreicht werden, wobei lediglich gegebenen- 
falls eine ubliche magensaf tresistente Hiillschicht vorgesehen 
werden kann, was zu einer weiteren Erleichterung der Therapie 
f uhrt . 

Das erf indungsgemafie System eignet sich auch hervorragend zur 
Verabreichung von Nukleinsauren, beispielsweise zur Gentherapie 
Oder fiir Antisense -Therapie . Hierbei kann die Nukleinsaure, z.B. 
cDNA, Ant i sense -RNA, . . . , wie ein normales Blutprotein an das 
Lektin gebunden werden. Bei WGA kann dies selbstverstandlich 
auch liber die saurelabile Bindungsstelle erfolgen. 

Die erf indungsgemaSen Praparate werden bevorzugterweise in den 
liblichen und fiir das jeweilige aus Blut gewinnbare Protein gun- 
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stigen Verabreichungsf ormen zur Verfiigung gestellt. Die Dosie- 
rung kann sich an der liblichen Dosierung fur das Protein orien- 
tieren, wobei, bedingt durch die effizientere Verabreichung, 
eine Dosisreduktion in Erwagung gezogen werden kann. Auch konnen 
die liblichen, bewahrten Hilf ssubstanzen fur das Medikament ver- 
wendet werden, oft ist aber mit der erf indungsgemaSen Formulie- 
rung eine verbesserte Wasserloslichkeit (bedingt durch die Lek- 
tine) verbunden, womit z.B. Losungsvermittler reduziert oder so- 
gar weggelassen werden konnen. Auch kann durch die erhohte Sta- 
bilitat der erf indungsgemagen Praparate die Verwendung groSer 
Mengen an Stabilisatoren vermieden werden. 

Die Erfindung wird anhand der nachf olgenden Beispiele und den 
Zeichnungsf iguren, auf die sie jedoch nicht eingeschrankt sein 
soli, naher erlautert. 

Beispiele : 

Materialien und Methoden 
Chemikalien 

Weizenkeim-Agglutinin aus Tjriticum vulgare und sein Fluorescein- 
markiertes Analogon (Molverhaltnis Fluorescein/Protein = 3,2) 
wurde von Vektor Laboratories (Burlingame, U.S.A.) erworben. 
Doxorubicin, cis-Aconitsaureanhydrid, N,N' -Dicyclohexylcarbodi- 
imid, £-ATnino-n-capronsaure und N-Hydroxysuccinimid wurden von 
Sigma (St. Louis, MO, U.S.A.) erhalten; alle anderen Chemikalien 
wurden als analytisch rein ("analytical grade") von Merck 
(Darmstadt, DE) erworben. Die Gewebskulturreagentien stammten 
von Biowhittaker (Workingham, UK) , Sets fiir XTT- (EZ4U) und BrdU- 
Test wurden von Biomedica (Wien, Osterreich) bzw. Boehringer 
Mannheim (Wien, Osterreich) erworben. 

Konjugation von Doxorubicin mit WGA 

N-cis-Aconityl-doxorubicin wurde gemaS Yang und Reisfeld (12) 
mit Modifikationen hergestellt. Alle Reaktionen wurden unter 
Lichtschutz durchgefiihrt und mittels DC auf KGF^ ^ ^ unter Verwen- 
dung von Chlorof orm/Methanol/Wasser 9+9+1,8 oder 8+10+2,5 
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(V/V/V) als mobile Phase iiberwacht . DOX (1,79 /xmol) wurden in 
1,5 ml Methanol gelost und mit einer etherischen Losung von cis- 
Aconitinsaureanhydrid (5,2 /imol) l h lang bei Raumtemperatur ge- 
riihrt. Nach dem Eindampfen auf 500 fil wurde Doxorubicin-cis-aco- 
nitat durch Umsetzung mit 7,2 /xmol N,N' -Dicyclohexylcarbodiimid 
und 7,2 fimol N-Hydroxysuccinimid aktiviert. Die Reaktionsmi- 
schung wurde 2 h lang bei Raumtemperatur und uber Nacht bei 4°C 
geriihrt, Dicyclohexylharnstof f wurde durch Zugabe von 1 ml 3% 
wasseriger Natriumbicarbonat-LSsung ausgefallt und durch Sminii- 
tige Zentrifugation bei 7500 U/min gesammelt. Das restliche 
Methanol wurde aus dem Uberstand durch Abdampfen entfernt. 

Der Doxorubicin-cis-aconitat-N-hydroxysuccinimid-ester wurde 
durch tropfenweise Zugabe einer Losung enthaltend 0,033 /xmol WGA 
in 500 jxl 3% wasserigem Natriumbicarbonat , pH 8,0, mit WGA kon- 
jugiert. Nach Inkubation bei 4°C uber Nacht wurde das Konjugat 
(DOX-WGA) gegen 20 mM HEPES/NaOH-Puf f er, pH 7,4, bei 4°C dialy- 
siert, bis kein freies Arzneimittel mittels spektrophotometri- 
scher Untersuchung des Dialyse -Mediums bei 468 nm nachgewiesen 
wurde (Detektionsgrenze : 2 ^lg/ml DOX) . Nach DC war DOX-WGA die 
einzige f luoreszierende Verbindung, die beobachtet wurde, was 
darauf hinweist, daS kein detektierbares freies DOX vorhanden 
war . 

Ermittlung der Koppl\ingsrate 

Die Anzahl von DOX-Molekulen, die pro Molekiil WGA gekoppelt 
sind, wurde aus der Absorption bei 46 8 nm in bezug auf WGA in 
20 mM HEPES-Puf fer, pH 7,4, errechnet, wobei DOX zur Eichung 
verwendet wurde (U-3000 UV-VIS Spektrophotometer , Hitachi)'. 

Bestimmiing von Amino-Resten an WGA 

Die Gesamtanzahl von WGA- Aminogruppen , die einer Derivatisierung 
zuganglich waren, wurde mittels eines modif izierten Trinitro- 
benzolsulfonsaure(TNBS) /Adipinsaure-dihydrazid (ADH) -Tests (13) 
bestimmt. Kurz gesagt wurden 200 /il einer L6sung enthaltend 125- 
175 fig WGA in 20 mM HEPES, pH 7,4, mit 200 /il 0,02% TNBS in ge- 
sattigtem Natriumtetraborat/destilliertem Wasser (1+1, V/V) ge- 
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mischt und 10 min lang bei 70**C inkubiert. Nach der Zugabe von 
100 fil 0,5 M wasseriger ADH-Losung und sanftem Schiitteln am Vor- 
tex wurde die Absorption von Trinitrobenzol-adipinsaure-dihydra- 
zon bei 52 0 nm abgelesen. Die Anzahl von Amino-Resten wurde aus 
einer Eichkurve unter Verwendung von £:-Amino-n-capronsaure be- 
rechnet . Der Test ermoglicht eine Quant ifizierung von 80-680 
nmol Amino-Resten/ml . 

In vltx-o-Freisetzxing von konjuglertem Doxorxiblcin. 

Untersuchungen betreffend die in vi tro-Freisetzung von DOX aus 
dem Konjugat wurden bei 37°C unter Lichtschutz durchgef uhrt • Ein 
kleiner Dialyse-Schlauch (MW cut-off 12 kDa) enthaltend 250 fil 
DOX-WGA, entsprechend 7,5 /xg DOX, wurde in ein Schraubrohrchen, 
gefiillt mit 1,5 ml 0,1 M Phosphat/Citrat-Puf f er , pH 4,0, gege- 
ben. Um eine ungestorte Diffusion von f reigesetztem DOX zu ge- 
wahrleisten, wurden Luftblasen sorgfaltig von der Oberflache der 
Membran entfernt. Wahrend das Dialyse -Medium geriihrt wurde, wur- 
den 500 fxl Aliquots in regelmaSigen Abstanden entnommen und so- 
fort nach dem Ablesen der Absorption bei 468 nm in das GefaE zu- 
riickgegeben. Die Menge des DOX, die vom Konjugat freigsetzt wor- 
den war, wurde aus einer DOX-Eichku2rve errechnet. 

Zellen Mud Kulturbedingungen 

Die humane Colonkarzinom-Zellinie Caco-2 und die humane Lympho- 
blasten-Zellinie MOLT-4 wurden von der American Type Culture 
Collection (Rockville, ML, U.S.A.) erhalten. Die Zellen wurden 
in einem Kulturmedium bestehend aus RPMI-1640 mit 10% fotalem 
Kalberserum, 4 mM L-Glutamin und 75 /ig/ml Gentamycin in einer 
angef euchteten 5% 00^/95% Luf t-Atmosphare bei 37°C geziichtet und 
durch Trypsin-Behandlung subkultiviert . 

Humane Colonozyten wurden aus normalem Gewebe angrenzend an eine 
resezierte Colonkarzinom- Probe erhalten. Das Gewebe wurde durch 
etwa einstiindige Inkubation in Kollagenase-Losung (10 00 E/ml Me- 
dium) bei 37*=*C dissoziiert, bis einzelne Zellen freigesetzt wa- 
ren, wie mittels Lichtmikroskopie gezeigt. Die Zellen wurden 
wiederholt mit PBS mit Sminutiger Zentrif ugation bei 4^C bei 
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13 00 U/min gewaschen. Das Pellet wurde in PBS resuspendiert , und 
das Praparat wurde unter Verwendung eines Casyl DT-Zellzahler- 
und Analysator-Systems (Scharfe, DE) analysiert. So bestand das 
Zell- Praparat aus 1x10* Colonozyten/ml (Durchmesser 7-10 fim) , 
und 17x10* Zellen/ml, die einen Durchmesser von weniger als 7 /xni 
aufwiesen, hauptsachlich rote Blutkorperchen, wie mittels Licht- 
mikroskopie beobachtet wurde. 

Bindung von DOX-WGA an humane Colonozyten, Caco-2 xind MOLT-4- 
Zellen 

Unter Verwendung einer Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen wur- 
den 50 Ml Zellsuspension (5x10* Colonozyten oder Lymphoblasten) 
in PBS, 100 ill 20 mM HEPES, pH 7,4, und 50 /xl einer Losung ent- 
haltend 3,6, 1,8 oder 0,9 /xg DOX-WGA in HEPES Ih, 2h oder 12h 
lang bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden abzentrifugiert (1000 
U/min, 5 min, A^C) , und 120 /il des Uberstands wurden verworfen. 
Nach Zugabe von 120 ^1 HEPES wurde der Wasch-Schritt auf diesel- 
be Weise wiederholt. Die Zellen wurden in 1,8 ml Cell Pack re- 
suspendiert und mittels Durchf luS-Zytometrie untersucht . 

Bei jedem Experiment wurden negative Kontrollen bestehend aus 
unmarkierten Zellen zwecks Bestimmung der Autof luoreszenz inklu- 
diert. Jede Konzentration wurde vierfach getestet und mindestens 
zweimal wiederholt . 



Durchf lufi- Zy tome trie 

Die Durchf luS-Zytometrie-Messungen wurden an einem Epics XL-MLC- 
Analyse -Durchf luS-Zytometer (Coulter, FL, U.S.A.) durchgef iihrt . 
Die markierten Zellen wurden unter Verwendung eines "Forward 
versus side scatter gate" zum Erfassen einzelner Zellpopulatio- 
nen und Ausschlufi von Zellriickstanden und Zellaggregaten analy- 
siert. Fluoreszenz wurde bei 575 nm nachgewiesen (10 nm Band- 
breite) , und der Mittelwert der Kanalzahl der logarithmischen 
Fluoreszenz-Intensitaten einzelner Peaks wurde fur weitere Be- 
rechnungen verwendet. Die Amplif ikation der Fluoreszenz-Signale 
wurde eingestellt, um das Autof luoreszenz -Signal unmarkierter 
Zellen in die erste Dekade des 4-Dekaden umfassenden log-Be- 



reichs zu stellen. Fur jede Messung wurden 5000 Zellen akkumu- 
liert , 

Konf okale Mlkroskople 

Die Zellen wurden durch einstiindige Inkubation von 100 /il Zell- 
Suspension (2x10^ /ml HEPES) mit 100 fil einer Losung von DOX-WGA 
(69 /ig/ml HEPES) oder Fluorescein-markiertem WGA (100 /xg/ml 
HEPES) bei 37®C gefarbt. Die Zellen wurden abzentrif ugiert (5 
min, 1000 U/min) , zweimal wie oben beschrieben jedoch unter Ver- 
wendung von 150 fxl HEPES gewaschen und zwecks Mikroskopie auf 
einen Trager aufgebracht* Konf okale Bilder von mittels Fluores- 
zenz markierten Zellen wurden unter Verwendung eines konfokalen 
Zeiss Axiovert-Mikroskops erhalten. Transmissionslicht und Fluo- 
reszenz -Bilder wurden in 4 0-facher Vergrofierung erhalten, und 
intrazellulares DOX sowie Fluorescein wurden durch Erregung bei 
488 nm und Emission >515 nm nachgewiesen. 

Zellproliferations tests 

Die Zellprolif eration wurde mit dem XTT- und dem BrdU-Test be- 
stimmt, welche gemaS den Vorschriften der Hersteller unter Ver- 
wendung von farblosem supplementierten RPMI 164 0 -Medium fur 
Zellkultur durchgefiihrt wurden. 

Um den EinfluS von WGA und F-WGA auf die Zellprolif eration von 
Caco-2 zu errechnen, wurden 100 fil Zell-Suspension (2x10^ Zel- 
len) und 75/il je einer Verdiinnungsserie von WGA und F-WGA (0, 
0,06, 0,15, 0,2, 0,3, 0,4, 0,6, 1,5, 3, 6 und 3 0 fxg) unter Ge- 
webskulturbedingungen fiir 3 Tage inkubiert, gefolgt von der Zu- 
gabe von 20 ^1 XTT-Reagens -Losung . Die Absorption des gebildeten 
Formazans wurde bei 4 50 nm (Anthos ELISA Reader 2 0 01) gegen eine 
negative Kontrolle, bestehend aus Medium und XTT-Reagens -Losung, 
bestimmt. 

Die zytotoxische Aktivitat von DOX-WGA wurde mittels des XTT- 
Tests, wie oben beschrieben, bestimmt, wobei jedoch 10* MOLT-4- 
Oder Caco-2-Zellen/lOO /xl RPMI 1640-Medium und je 75 ^1 einer 
Losung enthaltend DOX (0,15 oder 0,10 fig), WGA (0,45 oder 0,32 
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/xg) bzw. DOX-WGA (0,57 oder 0,41 fxg) verwendet vmrden. 

AuSerdem vmrde die Zellprolif eration von Caco-2-Zellen, die mit 
DOX-WGA vorbehandelt worden waren, untersucht, wobei ein colori- 
metrischer Immuntest, der BrdU-Test, verwendet wurde. Je 75 ml 
einer Losung enthaltend WGA (0,6, 0,43, 0,30 /xg) , DOX (0,15, 
0,11, 0, 075 /xg) Oder DOX-WGA (0,57, 0,41, 0,285 /xg) in HEPES 
wurden in die Vertiefung einer Mikrotiterplatte, die 100 /xl 
Zell-Suspension (5x10^ Caco-2-Zellen) enthielt, zugegeben. Nach 
96stiindiger Inkubation unter Zellkulturbedingungen wurden 20 /xl 
BrdU-Markierungs losung zugegeben, gefolgt von einer weiteren 14- 
stiindigen Inkubation. Der Uberstand wurde verworfen,. und nach 
Zugabe von 200 /il FixDenat-L6sung waren die Zellen fixiert und 
die DNA denaturiert. Der Uberstand wurde 30 min spater entfernt, 
und 100 /xl BrdU-Antikorper-Peroxidase wurden zugegeben. Nach 90- 
miniitiger Inkubation wurden die Zellen dreimal mit 200 /xl Wasch- 
Puffer gewaschen, und 100 /xl Substrat wurden zugegeben. Nach 10 
min wurde die Enzymaktivitat durch Zugabe von 25 /xl IM Schwefel- 
saure gestoppt, und die Absorption wurde bei 450 nm gegen den 
Leerwert, hergestellt wie oben beschrieben, doch unter Auslas- 
sung der Zellen, gemessen. 

Alle Tests wurden vierfach durchgefuhrt und mindestens zweimal 
wiederholt. AuSerdem wurden in jedem Experiment positive Kon- 
trollen durch Auslassen der untersuchten Substanzen inkludiert . 

Ergebnisse 

Herstellung und Charakterisierung von cis-Aconityl-gebundenem 
Doxorubicin -WGA (DOX-WGA) 

Zur Verwendung von WGA als Carrier-Protein zur gezielten Pro- 
drug- Zufiihrung von DOX wurde das zytostatische Mittel in einem 
zweistufigen Verfahren kovalent an das Protein gebunden. Zuerst 
wurde das Arzneimittel quantitativ in das entsprechende Carbon- 
saure-Derivat durch Umsetzen des freien Amino-Restes von Daunos- 
amin mit cis-AconitinsSureanhydrid ubergefiihrt (Rf Produkt=° ' '^^ ' 
RfDOX=0'14; Chloroform/Methanol/Wasser, 9+9+1,8 (V/V/V) ) . Anders 
als in der Literatur beschrieben (12) , ergab die Umsetzung N- 
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cis-Aconityl-DOX nur in wasserf reiem Medium. Trotz der Bildung 
von beidem, dem of- und dem jS-Monoamid- Isomer, wurde nach DC nur 
ein Fleck beobachtet . 

Um eine Quervernetzung von WGA durch Voraktivierung des Proteins 
2u vermeiden, wurde das N-cis-Aconitat-DOX mit Dicyclohexylcar- 
bodiimid/N-Hydroxysuccinimid umgesetzt, um ein aktives Ester- 
Zwischenprodukt vor der Kopplung (14) zu bilden. Wie mittels DC 
(Chlorof orm/Methanol/Wasser 8+10+2,5 (V/V/V) ) angezeigt, wurde 
das N-cis-Aconityl-Derivat (Rf=0,24) in den korrespondierenden 
N-Hydroxysuccinimid-Ester (Rf=0,88) in einem AusmaS von etwa 75% 
ubergefiihrt. Unter Beteiligung des aktiven Esters entweder des 
/?- Oder des -y-Carboxyl-Rests von cis-Aconi tat -Doxorubicin wurde 
das Arzneimittel mit den zuganglichen Amino-Resten von WGA kon- 
jugiert, wobei eine Amid-Bindung gebildet wurde. UV-Dif f erenz- 
spektroskopie des gereinigten Konjugats bestatigte eine kovalen- 
te Bindung von DOX am Carrier-Protein, was zu einer Konjugati- 
onszahl von etwa 24 mol DOX/mol WGA f lihrt . Da WGA eine Mischung 
von Isolektinen enthaltend 24±1,53 Aminogruppen (Mittelwert±SD, 
n=6) darstellt, wie mittels TNBS/ADH-Test bestimmt, ergab die 
Kopplungsrekation dicht beschichtetes Lektin, das jedoch noch 
immer frei wasserloslich ist. 

Da vom cis-Aconityl -Spacer berichtet worden war, daiS er eine pH- 
empfindliche Bindung (15) fiir die intralysosomale Freisetzung 
des konjugierten Arzneimittels sei, wurde das Freisetzungs-Pro- 
fil von konjugiertem DOX bei pH 4,0 in vitro spektrophotome- 
trisch bestimmt, wobei ein Dialyseschlauch zum AusschlieSen des 
Konjugats verwendet wurde. Innerhalb von 24 h Inkubation bei 
einem pH-Wert von 4,0 wurden 46±7% konjugiertes DOX von WGA 
freigesetzt; nach einer langeren Inkubation stieg jedoch die 
Freisetzungsrate nicht deutlich an, da die 168stundige Einwir- 
kung von saurem Milieu auf DOX-WGA zu einer Freisetzung von 
51±6% konjugiertem DOX fiihrte. Wie durch das Freisetzungs -Prof il 
angezeigt, war die Halfte des verfugbaren Arzneimittels nach 65 
min freigesetzt (Fig. 1) . 

Bindung von DOX-WGA an Caco-2 -Zellen, human Colonozyten xind 
Lymphoblast n 
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Zur Bestimmung der Konjugat-Bindungskapazitat von Ziel- und 
Nicht-Zielzellen lieiS man zunehmende Mengen von DOX-WGA mit 
einer bestimmten Anzahl von Zellen verschiedenen Ursprungs in 
Wechselwirkung treten und untersuchte sie mittels DurchfluS- 
Zytometrie. Diese Technik ermoglicht eine Quant if izierung nur 
der an Zellen gebundenen Fluoreszenz-Intensitat (16) . Caco-2- 
Zellen wurden als Vertreter fur maligne transf ormierte Zellen 
verwendet, wahrend humane Colonozyten und die humanen lympho- 
blastischen MOLT-4-Zellen als Modell fur nicht beeinflufite bzw. 
Stammzellen inkludiert wurden. Im Vergleich zur Autof luoreszenz 
der Zellen (0,6±0,1) nahm der Mittelwert der an Zellen gebunde- 
nen Fluoreszenz-Intensitat der Caco-2-Zellen nach Zugabe von 
DOX-WGA deutlich zu und ergab 11, 8±0,7 - 37,9±0,1 relative Fluo- 
reszenz-Intensitat gleichzeitig mit einer zunehmenden Konzentra- 
tion des Konjugats. Dagegen fiihrte die Bindung zunehmender Men- 
gen von DOX-WGA an Nicht-Zielzellen zu einer eher geringen und 
wenig ansteigenden, an Zellen gebundenen Fluoreszenz-Intensitat 
im Bereich von 2,4±0,05 bis 8,5±1,0 (humane Colonozyten) bzw. 
2,5±0,07 bis 9,3±0,1 (MOLT-4) . Da der Mittelwert der an Zellen 
gebundenen Fluoreszenz-Intensitat nach Zugabe zunehmender Mengen 
von DOX-WGA zunahm, konnte die Bindung an die untersuchten Zell- 
linien einer spezifischen Wechselwirkung zugeschrieben werden 
(Fig. 2) . 

Da die Preparation humaner Colonozyten 94% Zellen verschiedener 
Art enthielt, hauptsachlich Erythrozyten, wurde die Konjugat- 
Bindung durch Einstellen des "Forward versus side scatter gate" 
untersucht, urn auschlieSlich die Zell -Population von <7 /xm auf- 
zuzeichnen. Da die mittlere relative Fluoreszenz-Intensitat von 
0,3 den Autof luoreszenz-Bereich dieser Zellen abdeckte, kann die 
DOX-WGA- Bindung an Erythrozyten vernachlassigt werden. 

Im allgemeinen war die DOX-WGA-Bindungskapazitat von Caco-2-Zel- 
len 4,6±0,3-mal h6her als jene humaner Colonozyten. Die Menge 
des an MOLT-4 -Zellen gebundenen DOX-WGA war in derselben GroSen- 
ordnung wie die von humanen Colonozyten, nur 10±3% hoher. Nicht 
nur die Bindung an die Caco-2-Membran, sondern auch die Aufnahme 
von DOX-WGA wurde durch konfokale Laser- Scanning-Mikroskopie von 
lebensfahigen Caco-2-Zellen, die mit dem Konjugat vorinkubiert 
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worden waren, beobachtet (Fig. 3) . Nach einstundiger Inkubation 
bei 37°C sammelte sich das f luoreszierende DOX-WGA-Konjugat in 
der Nahe der Kernmembran der sich teilenden Caco-2-Zelle an. Da- 
gegen wurde, wenn Caco-2 -Zellen mit Fluorescein-markiertem WGA 
unter denselben Bedingungen gefarbt vmrden, das Lektin liber das 
Zytoplasma verteilt, wobei einige intensiv gefarbte granulare 
Bereiche vorlagen, was eine vesikulare Akkumulation anzeigt. So- 
mit folgt auf die Zellbindung des Konjugats die Aufnahme des 
Prodrugs, wobei jedoch das intrazellulare Verteilungsmuster von 
der fur die Konjugation verwendeten Substanz abhangig ist. 

Antiproliferative Wirkungen von DOX-WGA auf Tumor zellen xind 
Lymphob last en 

Die Wirkung von WGA, F-WGA, DOX und DOX-WGA auf das Wachstum von 
Tumorzellen wurde mittels des XTT-Tests untersucht . Bei diesem 
Test wird das Tetrazol-Salz XTT durch lebensfahige Zellen meta- 
bolisch reduziert, die das losliche, stark gefarbte Formazan er- 
geben, das ein Indikator fur die Zellprolif eration ist, Obwohl 
WGA die Proliferation von Caco-2-Zellen in Dosis-abhangiger Wei- 
se inhibierte und eine 50% Hemmung des Zellwachstums (IC^ ^ ) bei 
530±40 ng WGA/2xlO* Caco-2 -Zellen zeigte, wie aus einer sigmoi- 
dalen Kurve nach Boltzman errechnet, hatten WGA-Konzentrationen 
von <60 ng/Vertiefung keinen wesentlichen EinfluS auf das Zell- 
wachstum (Fig. 4) . Dagegen veranderte eine Markierung von WGA 
unter Verwendung von Fluorescein- Isothiocyanat die Hemmaktivitat 
des Lektins und fiihrte zur IC^ ^ = 623±84 ng F-WGA/2xlO* Caco-2- 
Zellen. AuSerdem stimulierte nach Zugabe geringerer Mengen als 
54 ng F-WGA das markierte Lektin die Proliferation von Caco-2 - 
Zellen. 

Unter Beriicksichtigung des Einflusses des nicht-modif izierten 
Carrier-Proteins auf die Hemmaktivitat von DOX-WGA waren die 
Konzentrationen von WGA und DOX, die im XTT-Test angewendet wur- 
den, gleich dem Konjugat, urn eine Vergleichbarkeit der erhalte- 
nen Daten vorzusehen. Wahrend WGA das Caco-2 -Zellwachstum in 
einem AusmaS von 40,3±14,6% (bei 450 ng WGA/10* Zellen) und 
6,7±3,3% (bei 320 ng WGA/lO* Zellen) hemmte, nahm die zytosta- 
tische Aktivitat von DOX-WGA auf Caco-2-Zellen zu bei einer 
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gleichzeitigen Abnahme der WGA-Konzentrationen um 14,3±8,3% bzw. 
34,0±6,1% (Fig. 5A) . Anderseits ergaben aquivalente Mengen von 
DOX-WGA 63% Oder 46% der antiprolif erativen Wirkung von DOX. 

Im Vergleich zu Caco-2-Zellen ubten gleiche Mengen der unter- 
suchten Substanzen einen geringeren EinfluiS auf die Lebensfahig- 
keit lymphoblastischer MOLT-4-Zellen aus (Fig. 5B) . Wahrend DOX 
das Zellwachstum in einem AusmaS von etwa 13±5,2% hemmte, betrug 
die Hemmaktivitat von DOX-WGA auf MOLT-4-Zellen 9,4±3,2% (bei 
450 ng/10* Zellen) bzw. 5,0±2,6% (bei 320 ng/10* Zellen) . 

Im Gegensatz zum XTT-Test war der Einflufi des Carrier- Proteins 
alleine auf die Proliferation von Caco-2-Zellen ein ganz ande- 
rer, wie mittels Quantif izierung des DNA-Gehalts durch den BrdU- 
Test bestimmt. Wahrend die Konzentration des Carrier-Proteins 
von 600 auf 300 ng WGA/5000 Zellen abnahm, wurde anfanglich kei- 
ne wesentliche Hemmwirkung (4,6±12,3%) beobachtet, doch wurde 
diese Wirkung in eine zunehmende Stimulation des Caco-2-Zell- 
wachstums umgewandelt (Fig. 6) . Anderseits zeigten im Vergleich 
zu DOX-WGA, aquivalente Mengen des freien Arzneimittels eine 
hohe zytostatische Aktivitat, was zu einer Wachstumshemmung von 
durchschnittlich 95,2±2,1% f uhrte . Nach Vorinkubation von Caco- 
2-Zellen mit DOX-WGA nahm die antiproliferative Aktivitat aqui- 
valenter Dox-Mengen um 20±5,6% ab. 

Diskussion 

Um einen Vorteil aus der sehr verschiedenen WGA-Bindungskapazi- 
tat von Caco-2-Zellen und humanen Colonozyten fiir die zielge- 
richtete Zufuhr von Arzneimitteln zu Colonkarzinom- Zellen in 
vitro (11) zu Ziehen, wurde DOX durch einen zweistufigen Mecha- 
nismus xiber eine saureempf indliche cis-Aconitinsaure-Bindung ko- 
valent an WGA gekoppelt (12) . Da WGA eine Mischung aus vier Iso- 
lektinen (17) darstellt, wurde fiir die Bewertung der Kopplungs- 
effizienz durch eine Kombination des TNBS-Tests mit ADH festge- 
stellt, daS die Anzahl der Amino-Reste an WGA 24±1,4 ist . Die 
Kopplung wurde qualitativ und quantitativ durch UV/VIS-Dif f e- 
renz-Spektroskopie bestatigt und ergab ein Konjugat frei von 
nachweisbarem, nicht-kovalent gebundenem Arzneimittel , das 24 



- 16 - 



Mol DOX/Mol WGA enthielt . Trotz einer Derivatisierung fast aller 
zuganglichen Amino-Reste von WGA wurde die Wasserloslichkeit von 
DOX-WGA beibehalten. GemaiS der Literatur (15) war die cis-Aconi- 
tyl-Bindung zwischen dem Arzneimittel und WGA pH-empf indlich, 
wobei sie bei pH 7,0 stabil war, und wies eine Halbwertszeit von 
1 h bei pH 4,0 auf. Innerhalb von 168 h wurden jedoch nur 50% 
des Arzneimittelgehalts aus DOX-WGA freigesetzt, im Vergleich zu 
einer fast 100% Freisetzung des mit einem Antikorper konjugier- 
ten Daunomycin bei einem pH-Wert von 3,0 (14), Bei unserer Ar- 
beit wurde N-cis-Aconityl-Doxorubicin in aprotischen Milieu ak- 
tiviert, was vermutlich gleiche Mengen des N-Hydroxy-Succinimid- 
esters von sowohl /S- als auch y-Carboxyl ergab. Da eine freie 
cis-Carbonsaure-Funktion eine Voraussetzung fur eine pH-Empfind- 
lichkeit der Bindung ist (15) , kann die Freisetzung von ledig- 
lich der Halfte des konjugierten DOX der Bildung einer Amid-Bin- 
dung zwischen WGA und dem /S-Carboxyl des a -Monoaraid- Isomers von 
N-cis-Aconityl -Doxorubicin zuzuschreiben sein. 

Wie mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie von F-WGA und 
DOX-WGA bestatigt wurde, behielt das N-Acetylglucosamin-spezi- 
fische Lektin seine bioadhasiven und cytoinvasiven Eigenschaf ten 
nach Konjugation des zytostatischen Mittels bei. Infolge der 
Saureempf indlichkeit der Bindung wird eine intralysosomale Frei- 
setzung von konjugiertem DOX erwartet, wenn DOX-WGA das saure 
Milieu des lysosomalen Kompartiments erreicht. Als Folge der De- 
rivatisierung wurde das intracellulare Verteilungsmuster von WGA 
verandert, was zur Akkumulation von DOX-WGA nahe der Kernmembran 
von Caco-2-Zellen fiihrte. 

Die Bindungs-Spezif itat des Konjugats wurde mittels durchfluS- 
zytometrischer Bestimmung von zellgebundener Fluoreszenz-Inten- 
sitat, die von DOX-WGA stammt, bewertet . Unabhangig von der Ein- 
wirkungszeit zeigte DOX-WGA eine Dosis-abhangige Bindung an 
Ziel- und Nicht-Zielzellen, wobei jedoch das AusmaS sehr ver- 
schieden war. Im Durchschnitt liberstieg die Bindungskapazitat 
der Colonkarzinom-Zellen Caco-2 jene der humanen Colonozyten und 
lymphoblastischen MOLT-4-Zellen urn ein 4,5-Faches. AuSerdem wur- 
de keine Bindung von DOX-WGA an humane Erythrozyten nachgewie- 
sen. Diese Ergebnisse sind Indikatoren fiir eine hohe Ziel-Spezi- 
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fitat des Konjugats. Unter Beriicksichtigung des hohen AusmaSes 
der Kopplung konnte das abnehmende Verhaltnis der Bindung an 
Caco-2-Zellen gegeniiber humanen Colonozyten von 13:1 (F-WGA, 11) 
auf 4:1 (DOX-WGA) mit einer dichten Derivatisierung des Lektins 
durch das hydrophobe Anti-Krebs-Arzneimittel in Verbindung 
stehen, wie sie fvir Immunkon jugate beobachtet wurde (18) . 

Als die Auswirkungen von WGA und F-WGA auf die Mitose untersucht 
wurden durch Bestimmung der mitochondrialen Dehydrogenase -Akti - 
vitat, wurden "gemaS Ryder et al. (19) reversierende Wirkungen 
auf das Zellwachsum von Caco-2 beobachtet: bei vergleichbaren 
Konzentrationen zeigte das native Lektin eine Dosis-abhangige 
Hemmung des Caco-2-Zellwachstuins, doch nach Konjugation des 
Fluoresceins kehrte sich diese Hemmwirkung urn in eine Stimula- 
tion bei Konzentrationen von <54 ng F-WGA/2xlO* Zellen. Wie von 
Kawamoto et al. (20) beobachtet, hemmte der epidermale Wachs- 
tumsfaktor (epidermal growth factor, EGF) die Proliferation von 
epidermoiden A431-Karzinom-Zellen im nM-Bereich, hatte jedoch 
eine mitogene Wirkung im pM-Bereich. Da die Tyrosin-Kinase-Akti- 
vitat des EGF-Rezeptors durch WGA in einem ahnlichen Ausmafi ak- 
tiviert wurde wie die durch den epidermalen Wachstumsf aktor in- 
duzierte Verbesserung (21) , ist diese Wirkung moglicherweise auf 
eine EGF-Rezeptor-Bindung von WGA zuriickzuf iihren. 

Der Beitrag des Carrier-Proteins von DOX-WGA zur antiprolif era- 
tiven Wirkung des Kojugats auf Caco-2 -Zellen war jedoch ziemlich 
gering, da die Hemmaktivitat aquivalenter Mengen von WGA und 
DOX-WGA 6,7±3,3% bzw. 3 9±6,1% betrug. Somit stammt die zytosta- 
tische Aktivitat von DOX-WGA haupsachlich vom konjugierten Arz- 
neimittel und ergibt etwa 60% der zytostatischen Aktivitat von 
freiem DOX. Bei Durchfuhrung des XTT-Tests mit lymphoblastischen 
MOLT-4-Zellen als Modell fur Nicht-Zielzellen wurde das Zell- 
wachstum durch DOX-WGA in Dosis-abhangiger Form im Vergleich zu 
freiem DOX (100%) in einem Ausmafi von bestenfalls 35% gehemmt . 
Diese abnehmende antiproliferative Aktivitat aquivalenter Mengen 
von DOX auf Nicht-Zielzellen konnte der zielgerichteten Zufiih- 
rung des Anti-Krebs-Mittels nach Konjugation mit WGA zuzuschrei- 
ben sein. 
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Da ein unbeeintrachtigtes Wachstum von mit aquivalenten Mengen 
des Carrier-Proteins vorinkubierten Caco-2-Zellen fiir eine ein- 
deutige Berechnung der antiprolif erativen Aktivitat von DOX-WGA 
notwendig ist, wurde die BrdU-Inkorporierung wahrend der DNA- 
Synthese entsprechend der Anzahl der sich teilenden Zellen be- 
stimmt. Bei aquivalenten Konzentrationen von WGA und DOX im Ver- 
gleich zu DOX-WGA, hemmte das Carrier-Protein alleine das Caco- 
2-Zellwachstum nur geringfiigig oder stimulierte es, und das 
freie Arzneimittel zeigte im Durchschnitt eine 95% Wachstumshem- 
mung. Die antiproliferative Wirkung von konjugiertem DOX hatte 
einen Mittelwert von 78%. Wenn man eine nur 50% Freisetzung von 
gebundenem DOX in vitro annimmt, konnte die zytostatische Wir- 
kung von DOX-WGA infolge der stellen-spezif ischen Effizienz von 
konjugiertem DOX gleich oder etwas hoher sein als jene des frei- 
en Arzneimittels . 
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Patentansprxich : 

1. Pharmazeutisches Praparat, umfassend ein Lektin, an das ein 
aus Blut gewinnbares Protein, insbesondere ein Blutgerinnungs- 
faktor, Oder dessen rekombinantes Aquivalent verabreichungssta- 
bil gebunden ist. 

2. Pharmazeutisches Praparat nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS das Lektin ein pflanzliches Lektin ist. 

3. Pharmazeutisches Praparat nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet , daS das Lektin ausgewahlt ist aus Concanavalin 
A, Abrin, Ricin, Phasin oder WGA, insbesondere WGA. 

4. Pharmazeutisches Praparat nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet , daS die verabreichungsstabile Bindung 
zwischen Lektin und dem Protein eine saurelabile, kovalente Bin- 
dung ist, 

5. Pharmazeutisches Praparat nach einem der Anspriiche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die verabreichungsstabile Bindung 
zwischen Lektin und dem Protein durch eine Protease, die spezi- 
fisch fur Zielkompartimente ist, gespalten wird. 

6. Pharmazeutisches Praparat nach einem der Anspriiche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, dalS das Lektin ein modif iziertes Lektin 
ist . 

7. Pharmazeutisches Praparat nach einem der Anspriiche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, daE das Lektin ein an seinem Zielkom- 
partiment zum Arzneimittel modif iziertes Lektin ist. 

8. Pharmazeutisches Praparat nach einem der Anspriiche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, dafi das Lektin ein an seiner Bindungs- 
stelle zu Zielkompartimenten modif iziertes Lektin ist. 

9. Pharmazeutisches Praparat nach einem der Anspriiche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, dafi es zur peroralen Verabreichung kon- 
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fektioniert ist und gegebenenf alls eine magensaf tresistente 
Hullschicht aufweist, 

10. Pharmazeutisches Praparat nach einem der Anspriiche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet , daS das WGA ist und das Protein liber di 
saurelabile cis-Aconityl-Bindung verbunden ist. 

11. Pharmazeutisches Praparat nach einem der Anspruche 1 bis 
10, dadurch gekennzeichnet , daS es als Prodrug- Formulierung voi 
liegt- 



DA/Se 



Zusaxnmezifassung 



Beschrieben wird ein pharmazeutisches Praparat, umfassend ein 
Lektin, an das ein aus Blut gewinnbares Protein verabreichungs- 
s t abi 1 gebunden i s t . 



Fig. 1 




Zeit (h) 

Fig. 1. In vitro-Freisetzungsprof il von DOX aus DOX-WGA 

in 0,1 M Zitrat/Phosphat-Puffer, pH 4,0, bei 37^C 
(n = 3, Mittelwert + S.A.) 



da 




DOX-WGA-24 (ng/5xl0^ Zellen) 



Fig. 2. Zell-gebundene Fluoreszenz-IntensitSt von 
DOX-WGA, bei 4°C 2 h lang inkubiert mit 
humanen Colonozyten, MOLT-4- und Caco-2- 
Zellen, nach Subtraktion der Autof luoreszenz 
der Zellen (n = 8, Mittelwert + S.A.) 




Fig. 3. Konfokale Fluoreszen2-(A) und Transmissionslicht- (B) - 
Mikroskopie-Bilder von Caco-2-Zellen, inkubiert mit . 
DOX-WGA (lA) und Fluorescein-markiertem WGA (2A) . Der 
Zelldurchmesser betrSgt etwa 20 ^m. 
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Verdtlnnungsfaktor aquivaOenter Mengen der Verbindtingen 
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Verdiinnungsf aktor aquivalenter Mengen der Verbindungen 

5. Antiproliferative Wirkung von WGA, DOX-WGA und 
DOX bei aquivalenten Konzentrationen auf Caco-^- 
(A) und MOLT-4-Zellen (B) , wie mittels XTT-Test 
festgestellt (n = 8, Mittelwert + S.A.) 
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0 0.00 0,16 O^ 0.3 0^4 0.6 1,5 3 6 SO 

Lektin (jig/2xl0^ Caco-2-Zellen) 

4. Wirkung von F-WGA und WGA auf Caco-2-Zell- 
wachstum, wie mittels XTT-Test festgestellt 
(n = 8, Mittelwert + S.A.) 
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Fig . 6 
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V^dOrmungsfaktor Squivalenter Substanzmengen 

. Wirkung aquivalenter Mengen von WGA, DOX-WGA 
und DOX auf Caco-2-Zellwachstuin, wie mattels 
BrdU-Test festgestellt (n = 8, Mittelwert + S.A.) 



